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摘要:对 2005年分离自广东大亚湾的两种潜在产毒拟菱形藻进行了形态学观察和毒性
分析.通过透射电子显微镜 ( TEM )观察确认藻种为细弱拟菱形藻 (P seudo-n itzsch ia
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1987年加拿大爱德华王子岛东海岸发生因食用紫贻贝而造成的中毒死亡事件, 造成 100
多人中毒, 3人死亡.中毒者主要表现为腹痛、腹泻、呕吐,并伴有严重的头痛、记忆丧失、意识
混乱、昏迷等症状.其中 12人病愈后记忆丧失长达 18个月之久, 因此称之为记忆丧失性贝类
中毒 ( amnesic shellfish po isoning, ASP). 后经加拿大国立大西洋研究中心的专家们鉴定,发现







australis)、成列拟菱形藻 (P. seriata )与多列拟菱形藻 (P. multiseries)的产毒性已得到广泛的认
可.而其他 9种:靓纹拟菱形藻 (P. calliantha)、细弱拟菱形藻 (P. cusp idata)、拟柔弱拟菱形藻 (P.
p seudod elicatissima )、多纹拟菱形藻 (P. mu ltistriata)、尖刺拟菱形藻 (P. pungens)、柔弱拟菱形藻
(P. delicatesima )、P. f raudulenta、P. turg idula和 P. galax iae的毒性在不同地域则表现不同.
拟菱形藻也同样广泛分布于我国沿海,到目前为止,自南到北已报道的拟菱形藻有澳洲拟
菱形藻、细弱拟菱形藻、柔弱拟菱形藻、多列拟菱形藻、多纹拟菱形藻、尖刺拟菱形藻、拟柔弱拟
菱形藻、成列拟菱形藻、中华拟菱形藻、P. subpacif ica, P. subf raudu len ta, P. turg idu la共 12
种
[ 5, 6]
.其中有 9种是潜在产毒种, 在非中国海区均有产毒报道, 它们是: 澳洲拟菱形藻、细弱
拟菱形藻、柔弱拟菱形藻、多列拟菱形藻、多纹拟菱形藻、尖刺拟菱形藻、拟柔弱拟菱形藻、成列















检测下限约为 40Lg /g,虽然方法简单易行, 但检测的精确度不高. 而高效液相色谱法 (HPLC )
由于其灵敏度高,最低检测下限可达到 0. 3~ 10ng,得到了广泛的认可和应用. 因此,本文对分




实验藻株:细弱拟菱形藻 (厦门大学硅藻实验室藻种库株系号 MMDL547, 下同 )与多纹拟
菱形藻 (MMDL548)均于 2005年 11月分离自广东大亚湾.




f /2培养基培养. 海水采自厦门港, 用 0145Lm
滤膜过滤,高压灭菌后加入 f /2母液配成 f /2培养基. 培养基盐度: 29. 培养温度: 20e ,光照强
度: 5 000 lx,光周期B暗周期 = 12B12( h).
接种:取处于指数生长期的藻液,按藻液 B培养基 = 1B30的比例进行接种, 细胞起始浓度
约为 1 @ 104个 / cm3.
112 形态学观察
采用光学显微镜 ( LM )和透射电子显微镜 ( TEM )观察毒素检测前的拟菱形藻的形态特
征.其中 TEM观察的样品处理方法为:取 5cm
3






11311 样品预处理  藻细胞及培养液的收集:从藻种扩大培养第 2天起, 隔天取藻液 15cm 3,
至衰败为止.藻液经 0145Lm孔径滤膜过滤, 收集滤液,同时将留在滤膜上的藻细胞用 5cm 3灭
菌海水将其从滤膜上转移到 10cm
3
离心管中 (离心管事先用酸浸泡过 ), 将滤液和重悬后的藻
液 - 20e 条件下保存备用.
藻细胞及培养液的预处理:参考 V ale( 2001)的方法
[ 10 ]
,将重悬的藻液用直径为 011cm的
超声波破碎仪 ( v irsonic 475 )冰浴破碎 5m in.保存的细胞培养液滤液和超声破碎后的混合物经
0122Lm滤膜过滤,取滤液直接进样.
11312 HPLC-DAD  采用 Ag ilent1100型高效液相色谱仪 (二极管阵列检测器, DAD )对预处
理的样品进行软骨藻酸检测.分析方法在 V ale等 ( 2001)建立的方法上做相应改动.
流动相:水B乙腈 B三氟乙酸 = 80B20B011; 流速: 015cm3 /m in;柱子: 反相 ZORBAX Eclipse XDB-
C8( 416mm @ 150mm);检测波长: 242nm,波宽: 10nm.柱温: 25e .进样量: 10mm3 [ 10 ] .
11313 软骨藻酸标准曲线的建立  用乙腈 B水 ( 1B9)混合液将软骨藻酸标准品稀释至浓度为
011mg /cm3, 再用流动相将标准品分别配制浓度为 011、015、1、5、10、15、20、25Lg /cm 3的软骨
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向两端逐渐变成尖细,长 17~ 55Lm, 宽 119~ 311Lm.壳缝强烈偏心,具中央较大船骨点.肋突
分布均匀,密度为 10Lm内 19~ 25个. 肋纹密度为 10Lm内 35~ 44条. 点条纹由一排卵圆形或
方形孔组成,每微米 4~ 6个 (图 1 A) D).
多纹拟菱形藻的细胞间以壳面全长的 1 /9至 1 /11连接成链状群体. 壳面外形略呈 / S0
形,两端分别向相反方向弯曲. 壳面长 23~ 56 Lm,宽 215~ 4Lm. 管壳缝强烈偏心,无中央较大
船骨点.点条纹由两排孔纹组成,两条相邻的肋纹基部相连,并于相邻的肋突融合, 形成 / Y 0字
形.肋突密度为 10 Lm内 23~ 26个,肋纹密度为 10 Lm内 37~ 42,孔纹密度为每微米 5~ 6个
(图 1 E) H ).
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212 毒素分析
21211 软骨藻酸标准曲线的建立和
最低检测限  建立软骨藻酸 HPLC检
测的标准曲线,如图 2所示.结果表明:









21212 回收率的测定  将浓度为
011mg /cm3软骨藻酸标准品 0124cm3与 2176cm3的海水混合进行处理, 按 / 113110节的方法
进行处理,共做 6个平行.实验证实本方法的回收率为 901491%. Ag ilen t1100型高效液相色谱
仪的重现性标准偏差为 47116, 本实验方法的重现性标准偏差为 28149. 对藻液的提取方法并
未影响对软骨藻酸的分析.
21213 样品检测  软骨藻酸的出峰保留时间为 71418m in(图 3a所示 ). 分别对常规培养的细
弱拟菱形藻和多纹拟菱形藻进行 HPLC检测, 发现在预定的保留时间内都未出现样品峰 (图 3
b、c、d) ,表明从所检测的样品中未检测出软骨藻酸.
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3 讨论
拟菱形藻的产毒能力是一个比较复杂的情况. 报道过的有毒拟菱形藻并非一定会产生软
骨藻酸.大部分产毒拟菱形藻都具有产毒株和无毒株两种. 营养盐 (如磷、硅等 )、光周期、盐度
等条件的变化都可能对有毒拟菱形藻的产毒能力产生影响. Feh ling等 ( 2005, 2004)证实,有毒
种成列拟菱形藻在磷、硅缺陷条件下和长的光周期条件下 (光 B暗 = 18B6) ,会产生更多的软骨
藻酸
[ 11, 12]
. Thessen等 ( 2005)指出, 由食用产自高盐度海区牡蛎而引发的记忆缺失性贝毒
(ASP)事件远多于低盐度海区
[ 13]




































[ 1]  虞秋波, 高亚辉.拟菱形藻软骨藻酸研究进展 [ J].海洋科学, 2003, 27( 8): 26~ 29.
[ 2]  Cer ino F, O rsin i L, Sarno D, et al. The a lterna tion o f d iffe rentm orpho types in the seasonal cycle of the tox ic
d ia tom P seudo-nitzschia galax iae[ J]. Harm fu l A lgae, 2005, 4: 33~ 48.
[ 3]  Fehling J, G reen D H, Dav idson K. Domo ic acid produc tion byP seudo-nitz schia seriata ( Bac illlar iophyceae)
in Scottish wa ters[ J]. J Phyco,l 2004, 40: 622~ 630.
[ 4]  Lundho lm N, Moestrup Q, H asle G R, et a l. A study o f theP. p seudodelicatissima /cusp ida ta comp lex ( Baci-l
lar iophyceae) : what is Pseudo-nitz sch ia p seudodelicatissima? [ J] J Phyco,l 2003, 39: 797~ 813.
#580#
 4期 邢小丽等: 大亚湾水域两种拟菱形藻的形态学鉴定及毒素分析
[ 5]  钱宏林, 梁松,齐雨藻. 广东沿海赤潮的特点及成因研究 [ J] .生态科学, 2000, 19( 3): 8~ 17.
[ 6]  Yang Z B, H odgkiss I J. Potentia lly harm fulPseudo-nitz sch ia species in H ong Kong coasta l wa ters[ A ]. H o K
C, L in H Y, Yu Z X, et al. Preven tion andM anagem en t ofHarm ful A lga l B loom s in the South Ch ina
Sea[ C ]. H ong Kong: AoHABSCS, 2002. 123~ 128.
[ 7]  陈西平,王成斌,胡俊明, 等. HPLC方法检测水及水生动物中软骨藻酸 [ J]. 卫生研究, 2001, 30( 4): 247~
248.
[ 8]  李大志, 祝文君,宋文斌 ,等.记忆缺失性贝类毒素的主要成分 ) ) ) 软骨藻酸的毛细管电泳分析 [ J].色
谱, 2002, 20( 2) : 125~ 128.
[ 9]  Law rence J F, Charbonneau C, Mnard C. L iqu id chrom atographic de term ination of dom o ic acid in m usse ls,
using AOAC para lytic she llfish po ison ex traction procedure: collaborative study [ J] . J Asso Off ic Anal Che,
1991, 74: 68~ 72.
[ 10]  Va le P, SampayoM AM. Dom o ic acid in Po rtuguese she llfish and fish[ J] . Toxicon, 2001, 39: 893~ 904.
[ 11]  Feh ling J, Dav idson K, Ba tes S S. G row th dynam ics of non-tox icP seudo-nitz schia delica tissima and tox icP.
seriata ( Bac illa riophyceae) under simu lated spr ing and summ er pho toper iods[ J]. H arm fu lA lgae, 2005, 4:
763~ 769.
[ 12]  Fehing J, Dav idson K, Bo lch C J, et a l. G row th and dom o ic acid production byPseudo-nitz sch ia seriata ( Ba-
c illa riophyceae) under phosphate and s ilicate lim itation[ J]. J Phyco,l 2004, 40: 674~ 683.
[ 13]  Thessen A E, Dortch Q, Pa rsonsM L, et al. Effect of salin ity on P seudo-nitzschia species ( Bacillar iophyce-
ae) grow th and distribution[ J]. J Phyco,l 2005, 41: 21~ 29.
[ 14]  Ba tes S S, G arrison D L, H om erR A. B loom dynam ics and physio logy o f domo ic acid-producingP seudo-ni-
tuchia spec ies[ A ]. Ande rson DM, Cem hella A D, H a llegraeff G M. Phyological Ecology ofHarm fu l A-l
gal B loom s[M ] . H eide lherg: Spr inger-Ve rlag, 1998. 267~ 292.
[ 15]  Eden R, Bru land K. Dom o ic ac id b inds iron and coppe r: a po ssib le ro le fo r the tox in produced by them ar ine
diatom P seudo-nitz sch ia [ J]. Marine Chem istry, 2001, 76: 127~ 134.
[ 16]  Pan Y, Bates S S, Cem be lla A D. Env ironm enta l stress and dom o ic ac id production by P seudo-nitz sch ia: a
physio log ical perspective[ J]. N atural Toxins, 1998, 6: 127~ 135.
[ 17]  Orsin i L, Sarno D, P rocacc in i G, et al. T ox ic Pseudo-nitz sch ia m ultistr iata ( Bac illa riophyceae) from the
Gu lf o fNaples: m orphology, tox in analysis and phy logenetic relationships w ith o therP seudo-nitzschia spec ies
[ J]. Eur J Phyco,l 2002, 37: 247~ 257.
[ 18]  Ba tes S S, H iltzM F, Lepge rC. Dom o ic ac id tox icity o f large new cells ofP seudo-nitzschia m ultiseries resu-l
ting from sexua l production[ A ]. M artin J L, H aya K. Canadian Tecgbucak R eport of Fisher ie s and A-
qua tic Sc iences 2261 [ R ]. O ttaw a: Departm ent of F isheries and Oceans, 1999. 21~ 26.
#581#
台 湾 海 峡 26卷
Morphologica l study and toxic analysis
for twoPseudo-nitzschia species isolated from Daya Bay
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Abstract: In th is paper, domo ic acid ( DA) con tentw as detected byHPLC fo r tw oP seudo-nitzsch ia
species isolated from Daya B ay in 2005. Based on the morpho log ica l characteristics observed under
transm itt ing e lectron ic m icroscope ( TEM ), they w ere ident ified as P seudo-n itzschia cusp idata
(H alse) H alse andP. multistriata ( Takano) Takano. These tw o a lga l strains w ere cultured in rou-
t ine cond ition: f /2 med ium, 20e under an irrad iance of 5 000 lx in a 12B12 lightBdark cycle. The
resu lts suggested that no DA was produced by these tw o stra ins under the lab cu lture. How ever, due
to the complex ity in DA production amongP seudo-nitzschia species and the po tent ia l tox ic production
ab ility of the above species in o ther areas o f the world, further studies on the tox icity are requested
under different grow th cond it ions.
Key words:P seudo-n itzschia; transm itting e lectron icm icroscope ( TEM ); domo ic acid( DA ) ; high
performance liqu id chrom atography (HPLC )
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